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論文内容要旨
研究目的
 低分子量GTP結合タンパク質は細胞内シグナル伝達において分子スイッチとして様々な細胞
 機能を制御している。そのなかでRhofamilyはアクチン細胞骨格の再編成を通して細胞質分裂,
 細胞接着,細胞運動などをコントロールしていることが明らかとなってきているが,その詳細は
 未だ不明な点が多い。動物細胞での現象は複雑で解析が困難なため,真核生物のモデルとしての
 出芽酵母にもRho一アクチン系が保存されていることを利用して生化学的,遺伝学的解析により,
 Rhoの作用機構の基本的な細胞機能の解明を目的とした。
研究結果
 私共は出芽酵母のRhoのPotentialTargetとして既にBNI1,BNR1を単離しているが,それ
 らはその機能ドメインであるプロリンに富むFH1領域において,アクチン結合タンパク質プロ
 フィリンと相互作用してアクチン細胞骨格を制御していることを明らかにしている。一般にプロ
 リンに富む領域はプロフィリンと結合する他,SH3(Srchomology3)ドメインを持つシグナル
 分子と結合することから,BNI1,BNR1のFHl領域にSH3ドメインをもつ他の分子が作用し,
 細胞機能を制御する可能性が予想された。その候補としていくつかのアクチン結合タンパク質あ
 るいは細胞質分裂に関与する分子が考えられたが,Two-Hybridsystemにて一つの遺伝子を単
 離した。この遺伝子は分裂酵母の細胞質分裂に関与するCDC15とホモロジーを有していたため
 HOF1(homo工ogofCDC15)と命名した。HOF1はそのC末にSH3ドメインを有していた。
 BNR1とHOFlがどの領域で結合するのかを様々なFragmentを作成しTwo-hybridで検討した
 結果,BNR1のFH1領域とHOF1のSH3ドメインが特異的に結合した。一方,HOH1はBMl
 には弱くしか結合しなかった。またBNRiの全長とHOF1の結合は認められなかったため
 BNR1は何らかの因子によって構造変化を受けてHOF1と結合するものと考えられた。
 invitroにおけるBNR1とHOF1の結合をRecombinan七タンパクを作成して検討した。
 BNRlのFH1領域とHOFlのSH3ドメインは1:1のモル比で直接結合した。
 BNR1はGTP型のRho4に特異的に結合するためその標的分子と考えられるが,BNRlとHOF1
 の結合にRho4がどのような影響を及ぼすかをTwo-Hybridで検討した。全長のBNR1はHoFl
 と結合しないが,その株に第3のプラスミドとしてRho4のGTP型,GDP型,WildTypeのそ
 れぞれのMutantを作成し導入したところ,GTP型Rho4を導入したものだけが結合を示した。
 以上より,Rho4が作用することでBNR1の分子内構造が変化し,HOFlにシグナルを伝えるこ
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 とができるようになると考えられた。
 次にHOF1をノックアウトした株を作成した。この株の表現形は細胞質分裂1ヒ異常を来たし
 ており,HOF1が細胞質分裂に関与する遺伝子であることが判明した。
 さらにBNR1,HOF1の局在をHA-tagを付した各タンパクを蛍光染色することで明らかにし
 た。両者とも細胞周期を通じてBud-Neckに局在しておりその相互作用および細胞質分裂への関
 与が強く示唆された。
 以上の結果からRho-BNR1-HOFlなるシグナル経路の存在が示され,Rhoによる細胞質分裂
 の制御機構の一端が明らかとなった。
 研究の意義,独創的な点
 HOF1の動物細胞ホモログが存在することが報告されており,上述の細胞質分裂のシグナル伝
 達モデルは高等動物細胞にもあてはめて考えることができる点で意義深い。
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 審査結果の要旨
 低分子量GTP結合タンパク質は細胞内シグナル伝達において分子スイッチとして様々な細胞
 機能を制御している。そのなかでもRhofam量1yはアクチン細胞骨格の再編成を通して細胞質分
 裂,細胞接着,細胞運動などをコントロールしていることが明らかとなってきている。このRho
 による細胞の様々な機能の制御は癌細胞の浸潤や転移に直接関連すると考えられているが,その
 詳細は未だ不明な点が多い。本研究は動物細胞での現象は複雑で解析が困難なため,真核生物の
 モデルとしての出芽酵母にもRhoアクチン系が保存されていることを利用して生化学的,遺伝
 学的解析により,Rhoの作用機構の基本的な細胞機能の解明を目的とした。
 既に出芽酵母のRhoのPotentialTargetとしてBNI1,BNR1を単離して報告しているが,
 それらはその機能ドメインであるFH1領域において,アクチン結合タンパク質プロフィリンと
 相互作用してアクチン細胞骨格を制御していることを明らかにしている。このBNIl,BNR1は
 共通するシグナルを司る他,それぞれ異なる細胞機能を制御する可能性が予想されたことにより
 BNR1に特異的に作用する分子を検索した。この候補となる分子をDataBaseから見出し,
 Two-HybridSystemを用いてBNR1との結合を検討したところ,分裂酵母のCDC15とホモロ
 ジーを有する分子がBNR1との結合を示した。これをHOF1(homologofCDC15)と命名した。
 次にBNR1とHOF1がどの領域で結合するのかを様々なFragmentを作成しTwo-hybridで
 検討した結果,BNR1のFH1領域とHOF1のSH3ドメインが特異的に結合したがHOF1は
 BM1には弱くしか結合しないことが明らかになった。
 また,`πo`カroにおけるBNR1とHOF1の結合をRecombinantタンパクを作成して検討した
 結果,BNR1のFH1領域とHOF1のSH3ドメインは約1:1のモル比で直接結合することを明
 らかにした。
 さらに,BNR1は活性型のRho4に特異的に結合するためその標的分子と考えられるが,
 BNR1とHOF1の結合にRho4がどのような影響を及ぼすかをTwo-Hybrldで検討した。全長
 のBNR1はHOF1と結合しないが,その株に第3のプラスミドとしてRho4の活性型,不活性
 型,WildTypeのそれぞれのMutantを作成し導入したところ,活性型Rho4を導入したもの
 だけが結合を示した。このことより,Rho4が作用することでBNR1の分子内構造が変化し,
 HOF1にシグナルを伝えることができるようになると結論づけている。
 さらにHOF1をノックアウトした株を作成し,HOF!が細胞質分裂に関与する遺伝子である
 ことを明らかにした。これは,Rho-BNRl系がHOF1の上流でアクチンを主体とした細胞質分
 裂を制御していることを示している。
 本研究は,Rho-BNR1-HOF1なる新規のシグナル経路の存在を明らかにし,Rhoによる細胞
 質分裂の制御機構の一端を明かにした。HOF1の動物細胞ホモログが存在することが報告されて
 おり,上述の細胞質分裂のシグナル伝達モデルは高等動物細胞にもあてはめて考えることができ
 る。動物細胞での詳細なシグナル経路の解明および異常の解析は癌を中心に様々な病態で興味深
 い。以上の理由により本研究は十分学位に値すると考えられる。
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